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論　文　内　容　要　旨
［目　的］
グルタミン酸は興奮性神経伝達物療で、虚血や低酸素下で観察されるシナプスでのその過剰な放出は、
グルタミン酸リセプターを持っ神経細胞を死に至らせることが知られている。シナプスにおけるグルタ
ミン酸の濃度は、神経細胞からの放出と主としてシナプスをシールしているアストロサイトの取り込み
によって決定される。このアストロサイトの取り込み機能が低酸素下において障害されることが報告さ
れているが、この機序は明らかにされていない。今回の実験の目的は、低酸素条件下でグリア細胞のグ
ルタミン酸の取り込み能と細胞膜で取り込み機能を制御している細胞内ATPの変化を調べることにより、
低酸素下において見られる興奮性神経細胞死に及ぼすグリア細胞の役割を明らかにすることである。
［方　法］
グリア細胞としてはアストロサイトの性格を有す株化C6細胞（80，81継代）を用いた。培養液は血清
を添加したEagle’s MEMを用いた。C6の低酸素負荷は37℃の容器に無酸素ガス（95％N2，5％CO2）
を2L／minで持続的に満たして行った。培養液中の酸素分圧は、低酸素ガス注入後60分で約23mmHgに
低下して安定することが確認された。対照は5％CO3，95％airの通常の培養条件とした。低酸素負荷
0，3，6，9，12，15時間後に低酸素容器と通常培養器からそれぞれ培養皿を取り出し以下の実験を
行った。20pM［3H］－グルタミン酸（0．1〟Ci／ml）とpinocytosisによって取り込まれる最終濃度
20pMl14C］－ショ糖（1fECi／ml）を添加して37℃、正常大気圧のもとで6分間培養し、C6細胞に取
り込まれた［3H］－グルタミン酸、［14C］－ショ糖を計測した。C6細胞のATP、蛋白質は、酵素蛍光
ATP測定キット、Lowry法によりそれぞれ測定した。
［結　果］
C6細胞の形態的変化を見ると、低酸素負荷3時間後より細胞突起が軽度退縮し細胞の境界が不鮮明に
なり15時間後までこの変化は進行するが、ディシュよりの剥離や明らかな細胞壊死は観察されなかった。
C6細胞のグルタミン酸の取り込みは0時間において5．52±0．96nmol／mgprotein／6minであり、対照
群では実験期間を通して概ねこの値が維持された。低酸素群では低酸素負荷後3時間でグルタミン酸の
取り込みが対照の約80％に減少し、12時間後に8％、15時間後には3％まで低下した。ショ糖の取り込
みは0時間において265pmol／mgprotein／6minであった。ショ糖の取り込み量はグルタミン酸の取
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り込み量の1／12であったが、低酸素負荷後の経時的減少パターンはグルタミン酸取り込み減少ノ→ター
ンに似た変化を示した。C6細胞のATP量は対照群では実験を通して53－62nmol／mgproteinであった。
低酸素群では低酸素負荷後3時間で対照の80％に低下し、6時間後に対照の10％まで急激に低下した。
［考　察］
今回の実験でC6細胞は低酸素負荷によってグルタミン酸の取り込みが低酸素負荷時間に依存して低下
することが確認された。ショ糖の取り込みの低下がグルタミン酸の取り込みの低下の経時的変化に似て
いることから、低酸素負荷によるグルタミン酸の取り込みの減少はグルタミン酸に対する特異的な高親
和性取り込みの障害ではなく一般的な物質取り込み機能の障害によることが示唆された。ATP量の経時
的低下も確認され、エネルギーの枯渇に伴う細胞膜の機能的障害がグルタミン酸取り込みの障害を引き
起こしていることが示唆された。ATP量の低下は低酸素負荷6時間で対照の10％まで急激に低下してい
るのに比べてグルタミン酸取り込み能は35％程度存在している。この点から生体においてアストロサイ
トは低酸素負荷が軽度の時はエネルギーの枯渇にかかわらずグルタミン酸取り込み能を比較的保ち、グ
ルタミン酸の興奮毒性から神経細胞を保護し、低酸素負荷が重度の時は、グルタミン酸取り込み能が消
失して神経細胞の興奮毒性の傷害を加速させる両面性を持つことが示唆された。
［結　論］
低酸素負荷によるアストログリア細胞のグルタミン酸取り込みの低下はATP依存的で、非特異的細胞
膜の機能障害による可能性が示唆された。アストログリア細胞のグルタミン酸取り込みは、低酸素負荷
初期には比較的保たれ、グルタミン酸の神経細胞に対する興奮毒性に対して防御的に働き、低酸素負荷
晩期には逆に消失し興奮毒性を加速するように働く両面を持つ可能性が示唆された。
学位論文審査の結果の要旨
グルタミン酸は興奮性神経伝達物質であり、虚血や低酸素下での過剰な放出は、神経細胞に興奮牲神
経細胞死を引き起こす。シナプス間隙におけるグルタミン酸の濃度は、主に神経細胞からの放出とシナ
プス周囲のアストロサイトの取り込みの差によって決定されると考えられる。アストロサイトによるグ
ルタミン酸取り込みの不全はシナプスにおけるグルタミン酸濃度を上昇させると考えられる。低酸素条
件下でアストロサイトのグルタミン酸取り込み能が低下することが報告されているが、その様序につい
ては未だ不明である。本研究は、低酸素条件下における培養アストロサイトのグルタミン酸の取り込み
能と細胞膜で物質取り込み機能を制御している細胞内ATP量の変化を調べることにより、低酸素下の興
奮性神経細胞死におけるグリア細胞の役割を検討した。
アストロサイトの特性を有する株化C6細胞に、無酸素ガス（95％Nゎ　5％CO2）を持続的に供給す
ることにより低酸素負荷を行った。低酸素負荷前および3，6，9，12，15時間後に、20〟M［3H］－
グルタミン酸（0．1〝Ci／ml）と20JLM［14C］－ショ糖（1〝Ci／ml）を添加して、C6細胞に取り込ま
れた［3H］－グルタミン酸、［14C］－ショ糖を計執した。C6細胞のATP量および蛋白質量は、酸素蛍
光ATP測定キットおよびLowry法によりそれぞれ測定した。
C6細胞は低酸素負荷時間依存性の退行性変化を示したが、明らかな細胞壊死は観察されなかった。
C6細胞のグルタミン酸の取り込みは短時間の低酸素負荷では低下しつつも比較的保たれるのに対して、
長時間の低酸素負荷では顕著に減少した。ショ糖の取り込み量はグルタミン酸の取り込み量の約1／20
であったが、低酸素負荷後の経時的減少ノヾターンはグルタミン酸取り込みの減少パターンと同様の変化
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を示した。C6細胞のATP量は比較的短時間の低酸素負荷で急激に低下した。
以上の結果より、低酸素負荷によりアストロサイトのグルタミン酸取り込み能が減少することが明ら
かとなり、シナプスでのグルタミン酸濃度を上昇させ神経細胞の興奮性細胞死を加速させると考えられ
た。取り込み能の減少はATP量の減少による細胞膜における物質取り込みの全般的不全によることが推
察された。
本研究は低酸素条件下におけるアストロサイトのグルタミン酸取り込みが減少する機序に、細胞内の
ATPの減少にもとずく細胞膜の取り込み機能不全の関与を初めて明らかにしたものであり、博士（医学）
の学位授与に値するものと認められた。
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